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摘  要  
 
蓝藻又称为蓝细菌 cyanobacteria 是一类光合自养型的原核生物 因
其独特的性质被广泛应用于分子生物学领域中的研究 近年来 随着对蓝藻
分子遗传学的深入研究 通过重组 DNA 技术人工构建藻类新株系 以及生
产蓝藻基因工程产物 成为蓝藻基因工程的两大目标 并取得重大突破  
本研究以穿梭质粒 pPRS-1为出发质粒 其上含有来自织线藻Plectonema 
boryanum 的完整的内源小质粒 1.5kb 作为穿梭表达重组质粒在蓝藻中的
复制起始位点 通过对 5.8kb 的 pPRS-1 改造 得到 4.19kb 的 pPUR 该质粒
仍保留了 1.5kb 蓝藻内源小质粒 然后用 HindIII 酶切质粒 pEUTMT1 电泳
回收其中含热休克启动子 groESL 目的基因 UB-Tá1 rbcS polyA 和卡那霉
素抗性 Kmr 基因终止区的 4.21kb 的片段 分别与 pPUR pPRS-1 重组
得到两种穿梭表达重组质粒 pPUREUT 8.4kb pPREUT 10.08kb 大小
相差约 2kb  
通过自然转化单胞蓝藻 Synechococcus sp.PCC7942 在卡那霉素抗性下
筛选 获得具卡那霉素抗性的转化藻株 经 Southern 杂交证实外源基因
UB-Tá1已转入蓝藻 Synechococcus sp.PCC7942 中 对转化藻株 42 下进行梯
度时间诱导 发现在 30min时诱导效果最佳 分子量为 11kDa 处出现一条特
异蛋白带 与预期融合蛋白 UB-Tá1大小相同 Western印迹检测此蛋白具有
Tá1 抗原活性 证实外源基因在转化藻株内得到表达 表达量至少占总可溶
性蛋白含量的 6.6%以上 通过质粒稳定性检测表明 当除去选择压力后 随
着宿主蓝藻的繁殖出现质粒丢失现象 连续培养 72h 时 质粒含有率由
75~100%降为 14.10~11.30% 而在卡那霉素抗性的维持下 穿梭表达重组质
粒在宿主蓝藻胞内则具有较好的稳定性 另外 初步动物实验证明口服转 Tá1
基因蓝藻可以明显促进小鼠 T细胞亚群的分化 提高 CD4/CD8的比值 具有
Tá1的生物学活性  
 















前      言 
蓝藻又称为蓝细菌(cyanobacterium) 是藻类中最原始的门类 其种类繁
多 分布极广 兼具植物及细菌的一些特性[1] 它具有类似高等植物的光合
作用系统 含异型胞的种类还可进行生物固氮 因此 蓝藻作为一种理想的
实验模型被广泛的应用于光合作用 生物固氮 植物进化等基础研究 近年
来 随着对蓝藻分子遗传学的深入研究 通过重组 DNA 技术人工构建藻类
新株系 以及生产蓝藻基因工程产物 成为蓝藻基因工程的两大目标 并取
得重大突破[2]  
一 蓝藻基因的克隆和应用 
自 1980年 Mazur 等人从淡水蓝藻 Anabaena PCC 7120 基因组中克隆到
nif H1 固氮酶 基因以来 克隆的各类已知功能的蓝藻基因已达 140 多种[3]
其中的 70%是编码光合器复合体的 这些蓝藻基因的应用研究也取得可喜进
展 日本 Murate 实验室从蓝藻 Synechocystis PCC 6803 中克隆的植物型脂肪
酸脱饱和酶基因 用于抗冷蓝藻的培育[4] 秦松等人从钝顶螺旋藻中克隆的
别藻蓝蛋白基因 将利用大型海藻作为廉价高效反应器进行表达[5] Brant 等
人在大肠杆菌中成功表达蓝藻 Synechococcus PCC 7002 藻蓝蛋白基因 以及
真核藻 Cyanophora paradoxa 别藻蓝蛋白基因 并用大肠杆菌表达的藻胆蛋




Bancroft 等 1989 年借助于限制酶切 PHOGE与 Southern杂交技术 已得到
Anabaena PCC 7120 的基因图谱 结果表明尽管蓝藻基因的组织也采用操纵
子的形式 但功能相关的基因并非集中在一处 而是分散于染色体上不同位
置[7] 继 Anbaena PCC7120 之后 海洋蓝藻 Synechococcus PCC7002 的染色
体物理图谱也已完成 蓝藻 Synechocystis sp. PCC6803 的基因组全长 3,573kb
















表达受体具有以下优点 1 遗传背景简单 除了裸露的染色体 DNA 外
不含叶绿体和线粒体 DNA 便于基因分析和检测外源 DNA 2 细胞壁主
要由肽聚糖组成 无高等植物坚硬细胞壁纤维素成分 便于外源 DNA 的转
化 3 培养条件简单 成本低廉 只需光 CO2 无机盐 适当温度就可
以获得稳定生长 适于连续 静止等多种方式培养 4 细胞体积较大 能
耐受高浓度(总蛋白的 25%)的单一蛋白(而在 E.coli 中仅为 5%) 内源蛋白更
新速度低 对外源蛋白质的容受力较高 5 多数种类含有内源质粒 为构
建质粒载体提供了极好的条件 6 蓝藻富含人体和动物所必需的氨基酸和
生理活性物质或前体 并且多数是无毒的 是食物及药物的重要来源 为基
因工程产物直接食用提供了可能[9,10]  
蓝藻作为表达外源基因受体已有诸多成功报道 Tandeau de Marsac
1987 以 pUC303 为载体 在单胞蓝藻 Synechococcus sp. PCC 7942 中表达
了原核基因芽孢杆菌杀幼蚊毒素基因 为蚊虫的生物防治开辟新径[9] Fukuda
等人 1994 也以 pUC303 为载体在 Synechococcus sp. PCC7942 中表达了植
物的乙烯合成酶基因[11] 郭祥学等人 1998 也在 Synechocystis sp. PCC 6803
中表达了 mMT─IcDNA 小鼠金属硫蛋白─I 使转基因藻株对金属离子的
抗性约为野生藻 2 倍[12] 闫艳春等人 2000 将抗性尖音库蚊酯酶 B1 基因
与穿梭质粒表达载体 pPC-8 重组 在蓝藻 Synechocynstis sp. PCC6803 中表达
了有活性的这种酯酶[13] Takeshima 1994 在 Synechococcus sp. PCC6301 中
表达了人过氧化物歧化酶 hSOD 基因 表达产物达总可溶性蛋白的 3%
并在胞内具有良好的生物活性[14] 本实验室章军等人(2001)利用整合平台系
统在蓝藻 Synechococcus sp.PCC7942 中表达了胸腺素 á1 表达量达可溶性蛋
白的 4.8%[15]  
三 基因转化途径 
1968 年 Bazin证实了蓝藻的遗传重组现象和 Shestakov 与 Khyen(1970)
首次在 Synechococcus sp. PCC7943 中发现 DNA的天然转化作用以来[16] 至
今已发展了两种类型的蓝藻基因转移系统 一种是遗传转化(Genetic 
transformation)系统 包括天然转化 诱导转化 电击转化 另一种是接合转
化(Conjugation)系统  
目前 认为能被天然转化的蓝藻都是无异型胞分化的单胞蓝藻 如












1116和 Synechocystis sp PCC 6714 6803 6906 等 均能在指数生长期有效
的吸纳外源 DNA 其中 Synechococcus sp. PCC7002 和 NKBG 042902―YG 
1116是仅有的海洋蓝藻[17] 而 Synechocystis sp. PCC6308 须用 Ca2+人工诱导
成感受态细胞[18]  
接合转化是丝状蓝藻基因转化的有效系统 Wolk等人(1984)首先建立用
于 Anabaena 等蓝藻接合转移系统[19] 该系统由接合质粒 RP-4 辅助质粒 具
识别 bom位点的 mob基因 及 pRL双向质粒构成 使 3 种质粒位于同一宿
主细菌 然后于受体藻株混合 通过抗性筛选获得抗性藻落 接合质粒和辅
助质粒由于不能在受体细胞内复制或整合而逐渐丢失 而双向质粒能够自主
复制 独立存在 或与蓝藻染色体或内源质粒发生同源重组而稳定存在 该
系统已成功应用于转化其它丝状蓝藻 Nostoc[20] Calothrix[21] Plectonema [22]
及单胞蓝藻 Synechocystis[23] Synechococcus 等[24]  
电击转化是接合转化的一种更简单的替代方法 它借助高压电脉冲的作
用在原生质体或细胞的质膜上形成可逆性的瞬间通道 从而使附着于质膜上
的 DNA分子进入胞内 Thiel 等 1989 用电击法将穿梭载体 pRL6 转化丝
状蓝藻 Anabaena M131 在高场强 短时间参数处理下 获得高频转化率[25]
同年 Takeyama 等结合 Ca2+和 15%甘油处理 用电击法转化海洋蓝藻
Synechococcus NKBG 042902―YG1116 获得高频率的转化子[26] 除上述方法
外 近年来超声处理和基因枪轰击也被应用于蓝藻的基因转化 1995年本实
验室对蓝藻 Chroococcus sp.进行了超声转化的研究 运用此法在抗性平板上
挑到了转化藻株 并在转化藻株中检测到了重组质粒 pPRS-1[27]  
总之 以蓝藻作为基因工程受体表达外源蛋白有着重大的科学意义和应
用前景 在大肠杆菌 枯草杆菌以外另辟新径 为真核基因在原核细胞中表




















状蓝藻中证明了内源性质粒的存在 质粒数目从 1―10个不等 大小在 1.3―
130kb 之间 人们已经检测到一些质粒体内 体外转录和翻译的产物 如
Gruber 等(1987)以检测到 Anabaena nidulans R2的内源质粒 pANS编码的 30 
kD 的蛋白 Schwabe 等 1990 将铜锈微囊藻 Microcystis aeruginosa 的内源
质粒 pMA1插入 pUC18 中构成载体 pCMA1 转化 E.coli 发现在其中新合成
了两个多肽产物 分别为 50kD 和 43kD[29] 尽管如此 迄今仍未找到蓝藻质
粒编码功能的证据 并且研究表明 质粒的去除对细胞表型没有明显影响
蓝藻毒性 抗药性与内源质粒无关 属于隐蔽性质粒[30] 不同株系蓝藻质粒
间具有一定同源性 推测可能含有与细菌质粒相类似的可转移的元件[31]  
目前 利用蓝藻内源质粒与 E.coli 质粒及其衍生的质粒载体重组构建穿
梭载体(Shutter Vector)已成为蓝藻遗传操作的基本途径 Hondel等 1980 将
含有 Tn901 E.coli 质粒转座子 和 Apr 的大肠杆菌质粒 pR146 插入
Synechococcus sp.PCC 7942内源质粒pUH1及其衍生物pUC1[32] 在此基础上
Kuhlemerier等(1981)将 pUC1 与 pACYC184 融合 首次获得了 双向质粒
穿梭质粒 pUC104和 pUC105 能在 E.coli和蓝藻中复制[33] 此后 人
们利用多种单细胞蓝藻质粒与大肠杆菌质粒分别连接 或导入多接头 或补
充新的选择标记 改善运载体克隆潜力 又相继构建了许多双向质粒 如
pLS103[34] pBAS 系列[35] pCB4[36] pAQE 系列[37,50] pECAN 系列[36 38]
pSG111[39] pCA[40] pFF 系列[41] pDAH 系列[42] pJL系列[43] pRL243[44]
pDUCA7[45] pKT230[46] pRL1050[47] pSUP5011[48] pFC1[49]等 并大大提
高了转化效率 值得提到的是 本实验室从织线藻 Plectonema boryanum 中分
离得到一种 1.5kb 的小质粒 pPbS 并对它开展了遗传转化方面的研究[27] 通
过序列分析 初步确定 pPbS 的复制起始区在核苷酸序列 568 1460 之间
该区具有多个重复序列区 并且在939 970之间存在一个富含 AT的序列
富含 GC的发夹结构和 TTGATA 序列 为复制起始位点 将此小质粒与大肠
杆菌质粒 pBR322 重组获得了穿梭质粒 pPRS-1(5.8 kb)[50] 在此基础上 构建
了穿梭表达载体 pPKE2 把人源胸腺素基因转入蓝藻 Synechococcus 
sp.PCC7942 并获得表达[51 52]  
为检测外源基因的表达 又相继构建了检测基因表达的质粒 即在穿梭
载体中插入广泛应用于其它细胞系统的报告基因如荧光素酶 LUX 基因[50]














等 1986 构建了含有 luc 基因的质粒 pUC19 的 MCS序列的 CAT 基因重组
于穿梭载体 pRL25C 中 利用 CAT 基因作为报告基因 构建了鱼腥藻




对蓝藻质粒的研究表明 不少蓝藻质粒属于滚环方式复制的 pC194 家
族 这些质粒包括来自 Synechocystis sp.PCC6803 的 pCA2.4 和 pCB2.4  
Synechococcus sp. NKBGO42902 的 pSY10 以及 Nostoc sp.的 pNostoc[55]
P.boryanum 的 pPbS-1[51] Thermophilic cyanobacterium Synechococcus sp. 的
pMA4
[65] 它们的结构和功能有许多共同性 包括初级复制功能 次级复制
功能―即负链复制起始点 MO Minus origins 附加的可读框 Orf 都含
有与复制有关的蛋白因子 Rep的识别序列 5’―TTGATA 这些质粒的复制都
要经过单链 DNA中间体 又称为 ssDNA 质粒 其复制方式可能和大肠杆菌




重要因素 就是质粒在滚环复制过程中产生单链 DNA ssDNA 分子 和高
分子量畸形复制产物 HMW DNA HMW DNA 是由线性质粒 DNA 头尾
相接的多聚体 包括五个或更多质粒拷贝连接成串 滚环复制中 终止区受
到损坏 重组质粒愈大 细胞中 HMW DNA 愈多 质粒在分配上也愈不稳
定[57]  
质粒保持稳定还需要正确的拷贝数控制 这是由质粒编码功能控制 在
一定条件下 质粒的拷贝数是恒定的 如果质粒拷贝数发生波动 就会导致
分配型不稳定性 MO 负链复制起始点还具有的功能是在细胞分裂时 主动
把质粒拷贝分配到各子细胞 如果缺失 子细胞中的质粒就随机分配 这也
造成了分配型的不稳定性 这方面研究较多的是对酵母遗传工程质粒载体和
枯草芽孢杆菌的质粒载体的研究 如 2ìm质粒是天然存在于酿酒酵母内的一














始顺序 ori 而丢弃了与它在子细胞中平均分配有关的功能区 所以这类
载体普遍存在稳定性低的问题[58] 霍克克等[59]利用酿酒酵母天然全序列 2ìm
质粒构建成酿酒酵母高稳定质粒载体 pHC11 经测定表明 其转化子在非选









个方面有关 首先 与受体蓝藻中的限制性内切酶有关 有的蓝藻中检测到
某些限制性内切酶 如 Ava Ava 等 往往导致外源质粒的降解 解决的
办法是利用含有合适的甲基化酶的菌株作为穿梭载体的受体 对穿梭载体的
特异位点进行甲基化修饰 从而改善其在蓝藻中的稳定性[20] 其次 与受体
蓝藻中的内源质粒有关 如果作为受体的蓝藻细胞具内源性质粒 与导入的
质粒载体之间存在不相容性 也会导致外源质粒的不稳定性 因此 有报道
在转化蓝藻前先消除受体藻的内源质粒 一般采用 SDS 溴化乙锭处理等
Matsunaga等(1990)对蓝藻Synechococcus NKBG 042902- YG1116的转化实验
中 先用溴化乙锭处理藻株 消除内源质粒 pSY10 与 pSY09 得到很好的转
化效果 而未经处理的藻株 则不能被转化[60]  
六 强启动子的利用 
为使外源基因在蓝藻胞内能够高效表达 选用合适的启动子是很重要
的 在转基因蓝藻研究中常用的启动子有细菌来源的 如 E.coli 的组成型启
动子 [61] 也有利用 噬菌体来源的可调控启动子 如在转基因蓝藻
Synechococcus sp.PCC7942 中利用 噬菌体的 P 启动子与温度敏感的 c 阻
遏基因融合来控制cat基因的表达[62] 在30 c 阻遏子抑制了cat基因
的表达 42 阻遏基因失活 cat基因得以表达 在转基因蓝藻 Synechocystis 














为可调控的启动子如 Calothrix sp.PCC7601 的藻蓝蛋白 cpcB2A2 的启动子
其转录和转译均受光照的影响 江南论文 [64] 可用红光诱导来调控下游基
因的表达 Synechococcus sp.PCC7942 热休克基因的 groESL启动子[66] 可利
用培养温度来调控下游基因的表达 利用蓝藻自身基因的启动子作为表达外
源基因的启动子有其优越性 以热休克基因 groESL 为例  
蓝藻的热休克反应在反应形式上与研究较透彻的 E.coli非常相似 在短
暂的升温过程中 大部分的蛋白合成受抑制 而热休克蛋白则过量表达 已
确定的热休克蛋白如 Synechecystis sp.PCC6803的Dnak蛋白和GroEL蛋白[67]
以及 Synechococcus sp.PCC7942的 GroEL和 GroES 蛋白等[66] Webb发现当
蓝藻 Synechococcus sp.PCC7942 从 30 移到 45 的环境时 其 groESL操纵
子编码的 2.4kb 的双顺反子转录产物在 20分钟内积累量提高 120倍以上 现
在Synechococcus sp.PCC7942的热休克蛋白GroEL与GroES的基因以被克隆
并测序 研究表明 groES 与 groEL组成一个操纵子[66] 在染色体中为单拷贝
其中-73 位的碱基为 RNA 转录起始点 -112 位到-81 位类似于 E.coli 热休克
基因启动子的保守区[68] 即分别相当于 -10 和 -35 区 它们之间有高
度保守性 这是因为几乎在所有的生物中 热休克蛋白的转录诱导机制都相
似 通过热休克因子 HSF 与热休克基因上游作为调控片段的热休克元件
HSE 相结合来调节热休克基因的转录 研究表明 高度保守的 HSE由反
转重复的 nGAAn五核苷酸核心序列组成 数个 nGAAn头-头 -GAA- -TTC-
或尾-尾 -TTC- -GAA- 相联都可以大幅度提高基因转录的效率 具有增强
子的特性[69] 当把 HSE 连接在其它基因的 5’上游时 该基因即可获得热诱
导性  
由于热休克基因 groESL 的启动子属于强启动子 以此启动子作为外源




















泛素(Ubiquitin Ub)又称遍在蛋白 由 76 个氨基酸残基组成 是真核
生物中最保守的蛋白之一 它在细胞特异性蛋白降解 染色体重建 蛋白质
重新 折叠和稳定蛋白构象等许多生化过程中扮演着重要的角色 它的结
构包括一致密的球状结构域和一羧基端的尾部区 尾部区由球状结构域伸出
的 4个氨基酸残基(Leu73―Arg74―Gly75―Gly76―COOH)组成[71]  
泛素融合 Ubiquitin fusion 系统指泛素基因与外源基因融合表达 在
融合蛋白中泛素位于目的蛋白质的 N 端成为前导序列 其中尾部肽
Arg74-Gly75间的肽键是非特异性类胰蛋白酶的切割位点[72] 用 E.coli 和酵母
细胞的实验表明 外源基因与泛素基因融合表达可大大提高外源基因的表达
产量 并且几乎所有以泛素融合形式产生的蛋白都是具有生物活性的 Ecker
等 1989 比较了 UKP 人脲激酶的蛋白酶结构区 SCD4 T 细胞受体蛋
白的可溶性片段 和 Gsa 三种不同的蛋白质在酵母细胞中以非融合形式和泛
素融合形式表达的产量 证实与泛素基因融合后 基因表达可增加4至几百
倍 若用酵母中内切蛋白酶 Ub―Xase 作用 Gsa 融合蛋白 产生具有与天然
Gsa 相同的特异性和生物活性的 Gsa[71] Koken等 1993 将 T7 RNA聚合酶
系统与泛素融合系统联合 在 E.coli 中超量表达了人 DNA 切除修复基因
ERCC1 蛋白表达量占总蛋白量的 40―50%[73]  
泛素融合系统除了能提高表达水平外 另一优点是有利于目的蛋白的纯
化 操作简单而有效 融合蛋白中的泛素部分可作为泛素抗体柱纯化蛋白质
的标记 并且由于 N末端融合的泛素是泛素特异性蛋白酶的天然底物 因此
用纯化的酶或含这种酶的细胞抽提物处理融合蛋白 很容易精确地将泛素和
目的蛋白质之间的连接处切断 释放出目的蛋白  
八 胸腺素 Tá1 的研究 
Tá1是70年代发现的胸腺提取物―胸腺组分5(TF5)的一种成分 约占
TF5 的 0.6-1%,是一种含 28 个氨基酸残基的酸性小肽,分子量为 3,108D 等
电点为 4.2 具有与 TF5 相似的生物活性 对热稳定 在一定的条件下能形
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图I 胸腺素 á1的氨基酸序列 
近二十年来 对 Tá1的研究已很深入 其主要功能是促进T细胞的分化
和成熟 促进特异性抗体和细胞素产生 实际上起着加强免疫系统功能的作
用 可以治疗自身免疫疾病和系统性红斑狼疮 慢性乙肝 丙肝 与PEG修
饰的IL―2并用治疗艾滋病等多种疾病 还可以作为治疗癌症的辅助药物
副作用小 市场价值大 目前 国内外已出现胸腺的注射剂 口服剂 如胶
囊 片剂 但是目前所用的 Tá1制剂还是主要靠化学合成或从猪和小牛胸腺
中提取 价格昂贵 为获得价廉 质优 疗效好的胸腺素Tá1制剂 国内外
开始有人探索用基因工程方法生产 Tá1 但未实现高效表达 如在 E.coli中
表达 [75 76] 因此还未见 Tá1基因工程产品上市的报道  
本实验室长期致力于蓝藻基因工程研究 已成功建立起整合平台和穿梭
质粒两套系统[52 70] 以蓝藻作为受体来表达 Tá1 以期筛选出 Tá1高效表达
培养简单 富含营养的藻株 开发可口服的含胸腺素Tá1的蓝藻制剂 并为
开发其它转基因蓝藻产品打下了基础 并且 我们已在蓝藻中成功的检测到
了人源胸腺素 á1的表达产物 证实了此系统的可靠性[51] 但是 由于穿梭
载体系统采用的启动子为 CaMV 35S 启动子 外源基因表达量不高 因此
计划改用 groESL 热休克启动子 通过热激诱导外源基因的高效表达  
总之 本实验旨在通过利用含有 Tá1目的基因的穿梭表达重组质粒转化
蓝藻 Synechoccocus sp.PCC7942 研究在 groESL热休克启动子调控下外源基
























一  材料 
1.菌种与质粒 
     大肠杆菌 JM 101 JM109 均购自华美生物工程公司  
     质    粒 pPRS-1 pEUTMT1 由本实验室构建改造 保存  
             pUC19 由本实验室保存  
2.单胞蓝藻 Synechococcus sp. PCC 7942 由中科院水生生物研究所提供   
3.PCR 引物 由上海 Sangon公司合成  
 E1 5’端引物  
5’- TCGCGAGCTCGACAACTGTC-3’ (20Nts)  
           SacI 
 T2 3’端引物  
5’-GGGTCGACTAGTTTTCTGCTTCTTCAACAACTTCTT 
      SalI  SpeI 
 TTTTTTCCTTTAAGTCTTTGGTGGTGATT-3’ (65Nts) 
4.主要试剂 
     限制性内切酶 Hind EcoR Xba Sph DNA/EcoR +Hind
Marker DNA/Hind  Marker T4 DNA 连接酶 dNTP Taq DNA 聚合
酶等购自上海 Sangon公司  
     溶菌酶为上海东风生化技术公司产品  
     小量质粒快速抽提纯化试剂盒由上海华舜生物工程有限公司提供  
     基因纯 DNA片段快速回收试剂盒由普宁生物技术 厦门 公司提供  
     尼龙膜为 Millipore 公司产品 孔径 0.45ìm FVDF 蛋白质印迹膜为
Boehringer Mannheim GmbH Germany 公司产品  
     DIG引物标记和检测试剂盒 为 Boehringer Mannheim GmbH Germany 公司
产品  
      大鼠抗 Tá1抗血清由本实验室制备 胸腺素 á1 日达仙 购自美国赛生














FITC anti-mouse CD3 Molecular Complex 批号 28004D 0.5g R-PE 
anti-mouse CD4 批号 01065A 0.1mg RAT ANTI MOUSE CD4 RPE 批
号 MCA176PE RAT ANTI MOUSE CD8 ALPHA RPE 批号 MCA609PE
购自深圳晶美生物工程有限公司   
其余试剂均为国产分析纯试剂  
5.常用培养基 
1  LB培养基 NaCl 1% 酵母提取物 0.5% 蛋白胨 1% 琼脂 1.75%
固体培养基 pH 7.0  
2  BG-11 培养基 参见文献 77 固体培养基添加 1.0%的琼脂   6.
常用溶液的配制 
    1 碱变性法提取质粒用液   
     溶液 1 葡萄糖 50 mmol/L EDTA 10 mmol/L Tris-HCl 25 mmol/L  
       (pH 8.0)  高压灭菌 4 保存                 
     溶液 2 NaOH 0.2 mmol/L SDS 1% 现用现配  
     溶液 3 NaAc 0.5 mol/L pH 4.8  
     TE 缓冲液 Tris-HCl 10 mmol/L EDTA 1mmol/L pH 8.0  
    2 蓝藻质粒提取用液  
     SE 缓冲液 NaCl 0.12 mol/L EDTA 0.05 mol/L pH 8.0  
     20% SDS 溶液 将 20 克固体 SDS 42 水浴溶解于蒸馏水中然后定容
至 100ml  
    3 50 TAE电泳缓冲液 Tris 242 克 冰乙酸 57.1 ml 0.5 mol/L EDTA
pH 8.0 100 ml 定容至 1000 ml  
    4 琼脂糖凝胶电泳上样缓冲液(6 ) 溴酚蓝 0.25% 蔗糖 40%  
    5 Southern 杂交用液  
     变性缓冲液 NaCl 1.5 mol/L  NaOH 0.5 mol/L  
     中和缓冲液 Tris-HCl 1 mol/L pH 8.0 NaCl 1.5 mol/L  
     20 SSC 缓冲液 800 ml 水中溶解 175.3克 NaCl 和 88.2克柠檬酸钠
加数滴 10 mol/L NaOH 调 pH 值至 7.0 定容至 1000ml  
     杂交液 5 SSC 0.1%(w/v)N-lauroylsurcosine 0.02%SDS 1 blocking  
      洗膜液 2 SSC 0.1% SDS  













      杂交缓冲液 马来酸 0.1 mol/L NaCl 0.15 mol/L 加固体 NaOH调
至 pH 7.5  
      杂交缓冲液 用马来酸缓冲液稀释 DIG 试剂盒中 10 blocking 溶
液成 1 blocking 溶液  
      杂交缓冲液 Tris-HCl 0.1 mol/L NaCl 0.1 mol/L MgCl2 50 mmol/L
pH 9.5  
      抗体反应液 以 1:2000 稀释 anti-digoxigenin-AP于杂交缓冲液 中  
      显色液 现用现配 加 80ìl NBT/BCIP 贮存液至 4ml 杂交缓冲液
中  
  6 SDS-PAGE 凝胶电泳用液  
   上样缓冲液 2 SDS 加样液 100 mmol/L Tris-HCl pH6.8 4%SDS
0.2%溴酚蓝 20%甘油 200 mmol/L DTT  
   丙烯酰胺-甲叉丙烯酰胺 温热水配制 29g丙烯酰胺 1g甲叉丙烯酰胺定
容至 100ml pH 不超过 7.0 置于棕色瓶中于 4 (或室温)
隔几月需重配  
   SDS 10% w/v 10g 定容至 100ml  
   Tris-buffer 1.5mol/L Tris pH8.8 1.0mol/L Tris pH6.8 均用 HCl 调  
   TEMED 可用 100% 也可按 10% v/v 配制  
   AP 过硫酸胺 取 0.1g AP 定容至 1ml 少量配制 隔周新配  
   Tris-Gly 电泳缓冲液  
   25mmol/L Tris 碱      3.02g 
     250mmol/L Gly      18.8g 
          0.1% SDS        1g 
   定容至 1000ml 
    固定液 90ml 甲醇 水 1 1 v/v 加入 10ml 冰乙酸  
    染色液 在固定液中加入 0.25g考马斯亮蓝 R250 用滤纸过滤以去除颗
粒  
    脱色液 5%甲醇 7.5%冰乙酸  
    保存液 20%甘油-水混合液  
7 Western印迹法用液  














    TBS 缓冲液(pH 7.5) 0.02 mol/L Tris-HCl 0.5 mol/L NaCl  
    TTBS 缓冲液(pH 7.5) 在 TBS 基础上再加入 0.05% v/v  Tween-20  
    封闭液 含 5%脱脂奶的 TTBS 缓冲液  
    DAB 底物  
50mmol/L Tris-Cl pH7.6       5ml 
DAB                     2.5mg 
30% H2O2                      2.5 l 
NiCl                       2mg 
7.常用仪器 
1 TGL―16G 台式高速离心机       上海医用分析仪器厂 
2 TGLL―18G 台式高速冷冻离心机  江苏太仓市医疗器械厂 
3 FPROGO5D 型 PCR 仪            Techne Cambridge 公司     
 4 Bio-Red Power Pac 300 多用电泳仪 美国 VirTis 公司 
5 MA110 型电子分析天平          上海第二天平仪器厂 
6 SHZ―22 水浴恒温振荡器         江苏太仓市医疗器械厂 
7 蛋白电泳仪                     北京六一仪器厂 
8 DYY -7 蛋白电转仪             北京六一仪器厂 
9 EPICS XL型流式细胞仪          美国 Beckman Coulter 公司 
10 LabWorks 凝胶成像分析系统     Ultra-Violet Products Ltd. 
 
二 实验方法 
1.大肠杆菌质粒 DNA 的提取 纯化 采用碱裂解法 参考文献 78  
2.PCR 扩增目的基因 EUT-DNA 片段 
1  取引物 E1和 T2H 各 1ìl 加无菌水至 10ìl 再加石蜡油30ìl  
2  85 5min 后 以 1 /min 的速度冷却至 25  
3  再依次加入  
无菌水                      27 l 
10 Taq DNA聚合酶缓冲液     5 l 
25mmol/L MgCl2溶液           3 l 
4 dNTP 2.5mmol/L          4 l 
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